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   The enzymatic method for isolation and determination of urinary polyamines was modified to 
measure the polyamines in tissue. High recovery rates of polyamines in tissue by the enzymatic 
method were obtained, namely, 104.5±7.4% for diamine, 104.7±23.3% for spermidine and  104.8± 
7.5% for spermine. 
   The results obtained by this method correlated well with those obtained by high performance 
liquid chromatography, and a close correlation was demonstrated for all fractions diamine 
r=0.8991, y=0.9916x+0.0499 ; spermidine r=0.8936, y=1.2073x+0.1005 ; spermine r=0.8921, y= 
1.2200x —O. 2194. (n =13) 
                                                (Acta Urol. Jpn. 36: 1103-1108, 1990) 
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測定方法および測定材料
A=測 定 原 理(Tablel)
本 法 は ポ リ ア ミ ン 類(diamine=putrescine十
cadaverine,spermidine,spermine)を下 記 の基 質
特異 性 の 異 な る2種 類 の ア ミン酸 化酵 素を 用 い て酸 化
し,こ の 反応 に よ り生 成 され る過 酸化 水 素 を 比色 定 量
す る こ と に よ り,diamine,spermidineおよ び
spermineを分 別 定 量す る もの で あ る.
プ トレッシ ン酸 化酵 素(PUOと 略):putrescine,
cadaverine,spermidineを酸化 し,そ れぞ れ1モ ル
量 の過 酸 化水 素 を 生成 さ せ る が,spermine,モノァ
ミン類,他 の ジ ア ミ ン類 は酸 化 しな い.
ポ リア ミン酸 化 酵 素(PAOと 略)=spermidine
spermineを酸化 し,そ れ ぞ れ1モ ル量,2モ ル 量 の
過 酸 化水 素 を 生成 させ る が,モ ノア ミ ン類,ジ ァ ミン
類 を ま った く酸 化 しな い,
反 応1=PUOに よ りdiamineとspermidineを
酸 化 す る.こ の 反応 に よ り得 ら れ る 吸 光度(AI)は
diamine+spermidineの量 を示 す.
反 応II=PUOに よ りdiamineとspermidinc
を 酸化 す る.つ ぎにPAOを 添 加 し,未 反 応 で あ る
spermineを酸 化 す る.こ の反 応 に よ り得 ら れ る 吸光
度(AI)はdiamine十spermidine十2・spermine
の量 を示 す.
反 応III:PAOに よ りspermineとspermidine
を 酸化 す る.こ の 反応 に よ り得 ら れ る吸 光度(A遭)
はspermidine+2・spermineの量 を示 す.し た が
ってdiamine,spermidine,spermineの各 量 は次 式




K:色 原体 に 由来 す る係 数
B=測 定 方法(Table2)
D組 織 ポ リア ミンの抽 出お よび分 離
組 織 片(0.5～LOg)を精 密 に定 量 し,精 製 水4ml
を加 え ポ リ トロン ホモ ジ ナ イザ ーを用 い て ホモ ジナ イ
ズ 後,精 製 水 を加 え て 全量10m1と した.ホ モ ジ ネ
ー ト5mlに10%ト リ クロ ロ酢酸(TCA)5mlを 加
え,10分間 激 し く撹 拝 した 後,3,000r.p.m.にて10
分 間遠 心 分離 した.遠 心 分 離 した 上 清5m1に0.5M
Bis-tris3mlを混 和 後,AmberliteCG・50カラム
0.8×1.1cmに添加 した.精 製 水4mlで 洗 浄 後 ,吸
着 した ポ リア ミ ンをO・5NHC13m1で 溶 出 した.
溶 出液 は,0・6NNaOHを 加 え てpH6～8に 調 整
後,精 製 水 を加 えて 全 量5mlと した.
2)Diamine,spermidineおよびspermineの分
別定 量
発 色 液:0・2Mホ ウ酸 ナ トリ ウ ムー リン 酸 緩 衝 液
(pH7.37)135mlに,4一ア ミノ ア ンチ ピ リン10
mg,TOOS(N-ethyl・N(2-hydroxy-3-sulfopropyl).
小 出,ほ か=酵 素 法 ・組 織 中 ポ リア ミン
N.toluidine・sodium-salt)46mgおよび ペ ル オ キ シ
ダー ゼ2mgを 用 時溶 解 した.
酵素 液:10mMリ ソ酸 緩 衝液(pH7・0)を 用 い
て,PAoは40u/mlと200u/mlの 濃 度 に,
PUOは90Ufmlと180U/mlの 濃 度 に 希釈 して 使
用 した.
中和 剤=3Mリ ン酸2水 素 ナ ト リウム溶 液
反 応=中 和 した カ ラ ム溶 出液1.Omlに 発色 液L8
mlを 加 え,30℃ に て 反 応1,II,IIIを実施 した.
反 応1で は,3分 間preincubation後,PUO(90
U/m1)0・05m1を加 え,20分後,中 和 剤0.15mlを添
加 して反 応 停 止 し,反 応 液 の555nmに お け る 吸 光
度(AI)を 測 定 し た,反 応IIで は,3分 間
preincubation後,PuO(180u/m1)o・04mlを
加 え,同 様 に20分後,中 和 剤0.15mlで 反応 を 停 止
させ た.こ の反 応 液 に,さ らにPAO(200u/ml)
0.Olmlを加 え,20分反応 後,555nmに おけ る吸 光
度(A夏)を 測 定 した.反 応IIIで は,あ らか じめ
中和 剤0.15mlを添 加 し,3分 間preincubation後,
PAO(40U/m1)0.05mlを加 え,20分間 反 応 後,反 応
液 の555nmに おけ る吸光 度(A[)を 測 定 した.
下記 の計 算 式 にて 組 織 中 ポ リア ミンの分 別 定量 の 値 を
求 めた.各 係 数 はputrescine,spermidine,sper・
mine標準 液 を用 い て 同様 に操 作 し,そ の 検量 線 と試




3)添 加 回 収試 験 法
標 準液=1mMのdiamine,spermidineおよび
spermineを含 む10%TCA溶 液
正 常 腎皮 質 組織1.59を,精 製 水30mlで ポ リ ト
ロンホ モ ジ ナイザ ーを用 いて ホ モ ジ ナ イ ズ した.ホ モ
ジ ネ ー ト5m1と,対 照 と して精 製 水5mlに,標 準
液 を,0,0.1,0.2,0.3および0.4ml加 え,10%
TCAで 全量10m1と し た.以 下 の 定 量操 作 は,1)
2)で 前述 した 方 法 と同様 に 行 い,3種 類 のポ リア ミ
ソの 回収 率を そ れ ぞれ 求 め た.
4)高 速 液 体 ク ロマ トグ ラ フ法(HPLC法)
酵 素 法 と同様 に 調製 し た カ ラ ム 溶 出 液 を 試 料 と し
て,Table3に 示 したHPLCの 条 件 に て測 定 した ・
C=測 定 材料
1985年6月以 降,主 と して県 立 岐 阜病 院 に て 腎摘 出
術 に よ り得 られ た腎 組 織 の うち,肉 眼的 組 織 学 的 に正
常 と診 断 した 腎 皮 質組 織13例を,測 定 ま で 一20℃ で




















1)添 加 回収 試 験
標 準 液 を用 いた 組織 中 ポ リア ミ ンの 添 加 回収 試験 の
結 果をFig.1に 示 す.diamine,spermidine,
spermineの回 収 率は そ れ ぞれ104.5±7.4%,104.7
±23.3%,およびio4・8±7.5%であ り,い ず れ も良
好 な成 績 が 得 ら れ た.(n=5)ま た,diamineは
320nmo】/ml,spermidineとspermineは140
nmollmlの濃 度 まで,各 検量 線 は 良好 な直 線 性 を示
した,
2)HPLC法 との比 較 試験
正常 腎 皮 質組 織13例につ い て,本 法 とHPLC法 に
よ り測 定 し,比 較 検 討 した.両 者 の測 定 結果 をdia-
rnine,spermidineおよびspermineの別 にFig.2
に 示 す.diamineにお け る両 者 の 間 には,r=0.8991,
y=0.9916x十〇・0499,spermidineにお け る両 者 の 間
にはr=O,8936,y=1.2073x十〇.1005,spermineにお
け る 両 者 の間 に はr=0.8921,y=L2200x-`).21g4,
の 関 係 が認 め られ た(n=13).diamine,spermidine,
spermineのい ずれ も,本 法 とHPLC法 との間 に は





































































動物 細 胞 に お け る主 な ポ リア ミンは,putrescine,
spermidine,spermineであ るが,こ れ らはFig・3
に 示 す経 路 で 生合 成 され る9).putrescineはorni・
thine脱炭 酸酵 素 に よってornithineから生成 され
る.putrescineにS・adenosylmethionineの脱 炭 酸
生 成 物 のaminopropyl基が 結合 してspermidine
が 生 成 され,さ らに も う1分 子 のaminopropylが付
加 され てsperm1neが生 成 され る.増 殖 組 織 や腫 瘍 組
織 では,こ のornithine脱炭 酸 酵 素や,S-adenosyl・
methionine脱炭 酸 酵素 の 活 性が 高 い の で,腫 瘍 組 織
中 で はputrescine含量 が 上昇 し,さ らにspermine
やspermidineも上 昇 す る と考 え られ てい る10).
腫瘍 組 織 中 の ポ リア ミンに 関 しては,種 々の疾 患 の
報 告 が散 見 され る.Harikらll)は,脳腫 瘍 の な か で
astrocytomaではputrescinc濃度 が増 加 す る が,
そ れ は組 織 学 的 な悪 性 度 と 良 く相 関 す る と報 告 し,
Matsuzakiら12)は甲 状 腺 の 腺 癌 で もputrescine
の増 加 が特 徴 的 で あ り,甲状 腺 の 良 性疾 患 ではputre・
scineの増 加 が 認 め られ な か った と して い る.さ らに
結 腸 直 腸癌 に お い てNl-acetylspermidineカ～特 異 的
に 上 昇 してい る とい う竹 之下 ら13)の報 告 もあ る.
泌 尿 器科 領 域 に お い て も,腎 細 胞 癌,腎 孟腫 瘍,膀























胱 腫瘍 な どの 報告 がみ られ る14-16).湯浅 ら14,は,膀胱
腫 瘍,睾 丸 腫瘍 な どに お い て腫 瘍組 織 に お け るputre・
scine,spermidine,sperrnineがそれ ぞれ 正 常 組 織に
比 し高値 を示 す と報 告 し,松 田 ら15)は,腎細 胞 癌 の病
理 組 織学 的 悪性 度 と組織 中 のspermidine含量,お
よびputrescine!spermidine比,spermidine/sper・
mine比の値 が 相 関 を示 す と報 告 してお り,い ずれ も
腫瘍 組 織 中 ポ リア ミン測 定 の有 用 性 を示 唆 して い る.
しか し,こ れ らの 測 定 は,ア ミ ノ酸 分 析 法12),
HPLC法13),ダンシ ル化 薄層 ク ロマ トグラ フ法14一16)
な どが使 用 され てお り,精 度 の 点 で は優 れ て い る もの
の特 別 な機 器 や測 定 に長 時間 を 要す るな ど臨床 応 用 に
は問 題が あ った.わ れ わ れ は,第1報 か ら第5報4-8)
にお い て,基 質特 異 性 の異 なる2種 類 の ア ミン酸 化酵
素を用 い た簡 便 な ポ リア ミ ン分別 定 量 法 を用 い,尿 路
性 器癌 患 老 に おけ る血 液 お よび尿 中 の ポ リア ミソにつ
い て検 討 して きた.一 方,現 在 まで 酵 素法 を 用 いた 組
織 中 のポ リア ミ ン測定 は 報 告 され て お らず,こ の簡 便
な方 法 で測 定 可 能 で あれ ば,そ の 臨床 的 意 義 は非 常 に
大 きい と思わ れ た.そ こで 今 回,こ の酵 素 法 を応 用 し
組 織 中 ポ リア ミン測 定 を試 み た.
本 法 は,組 織 中 のポ リア ミンをTCA溶 液 に 抽 出
しカ ラ ム ク ロマ トグラ フ ィー で部 分精 製 後,尿 中 ポ リ
ア ミンの測 定 法 と同様 の方 法 で 測定 す る もの で あ る.
添 加 回 収試 験 では,diamine,spermidine,spermine











1)第1報 にお い て報 告 した新 しい簡 便 な酵 素法 に
よる尿 中 ポ リア ミン分 別 定 量法 を変 法 し,腎 皮 質組 織
中 ポ リア ミンの分 別定 量 を 行 い,そ の基 礎 的 検討 を 加
えた.
2)添 加 回収 試験 の結 果 は,diamine104.5±7.4
%,spermidine104.7±23.3%,spermine104.8±
7.5%であ り,い ずれ も良 好 な成 績 を示 した.
3)HPLC法 との比 較 試 験 では,diamine,sper・
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